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窗 要 :【 目 的】 研究 黑 腹 果 蝎 Drosophila melanogaster 对 短 小 乳 杆 菌 Lactobacillus brevis 有 氧 与 无 氧 代 
a 影响 果 蝇 产 卵 行为 的 机 制 和 生物 学 意义 。【 方 法 ] 应 用 产 
孵 双 选择 装置 ,检测 成 年 皮 果 晶 产 卵 的 选择 行为 ;利用 黑暗 条 件 (了 暗盒) 嗅觉 突变 体 和 摘除 前 足 味 
党 感受 器 的 方式 探究 介 导 该 行为 的 感觉 系统 ;通过 在 不 同 浓度 乳酸 (0, 70, 280 mmol/L) 的 培养 基 
上 培养 黑 腹 果 蝎 ,探究 乳酸 对 其 后 代 的 发 育 历 期 和 存活 率 的 影响 ;利用 免疫 荧光 染色 法 检测 乳酸 对 
果 晶 肠 道 上 皮 细 胞 增殖 情况 的 影响 。【 结 果 】 短 小 乳 杆菌 无 氧 代谢 产物 引起 成 年 雌性 黑 腹 果 昭 产 
卵 避 性 , 产 卵 指数 为 -0.47; ,短小 乳 村 菌 有 氧 代谢 产物 乳酸 名 含量 为 0.4 mmol/[L ,无 氧 代谢 产物 乳酸 
含量 为 126. 8 mmol/[L ;雌性 果 晶 对 乳酸 同样 产生 产 卵 避 性 反应 , 且 产 卵 避 性 随 乳 酸 浓度 的 增高 而 
增强 。 切 除 前 足 的 果 晶 对 乳酸 的 产 卵 避 性 显著 降低 。 与 对 照相 比 ,， 70 mmol/L 的 乳酸 使 幼 时 的 成 
肾 时 间 和 成 虫 羽 化 时 间 分 别 延 长 了 1.42 d 人 17 d ,存活 率 降 低 了 36.0% 。 乳 酸 明显 破坏 肠 道上 
ee 性 ,促进 肠 道 上 皮 细 胞 的 增殖 。【 结 论 】 短 小 乳 杆 菌 无 氧 代谢 产物 引起 成 年 果 晶 产 卵 避 

> es 这 引起 果 蝇 产 卵 避 性 ,从 而 提高 后 代 的 
a 
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Abstract: [Aim)] This study aims to investigate the oviposition selection of Drosophila melanogaster to 
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aerobic and anaerobic metabolites of Lactobacillus brevis, and to elucidate the underlying mechanism and 
biological significance of their effects on Drosophila oviposition behavior. 【 Methods 】The oviposition 
preference of female adults of D. melanogaster was assayed by using the two-choice apparatus. The 
sensory modality that mediates this behavior was studied by using dark conditions olfactory mutants and 
flies with forelegs surgically removed. The developmental duration and survival rate of offspring were 
determined to evaluate the biological significance of the oviposition avoidance to lactic acid. The intestinal 
epithelial cell proliferation was observed by immunofluorescence. 【 Results 】The female adults of D. 
melanogaster avoided laying eggs on food covered with metabolites of L. brevis by anaerobic fermentation ， 
with the oviposition index of - 0.47. The concentration of the metabolite lactic acid was 0. 4 mmol/L 
under the aerobic condition while it was 120. 8 mmol/L under the anaerobic condition. Female adults of 
D. melanogaster avoided laying eggs on the food with lactic acid, and the oviposition index decreased 
with lactic acid in a dosage dependent manner. D. melanogaster had obvious oviposition avoidance to 
lactic acid. The oviposition avoidance response was impaired in the flies with forelegs surgically removed. 
The time to puparium formation and to adult emergence of the larvae on the food with 70 mmol/L lactic 
acid was prolonged by 1. 42 d and 1. 17 d，respectively，and the larval survival rate decreased by 
36. 0% , as compared to those of the control. Lactic acid induced intestinal dysplasia with the increased 
number of mitotic cells. 【 Conclusion 】Female adults of D. melanogaster avoid laying eggs on the food 
covered with metabolites of L. brevis by anaerobic fermentation. The metabolite lactic acid produced 
under anaerobic condition ，which is detected by flies mainly through taste perception, induces the 
oviposition avoidance of D. melanogaster, thus promoting the development and the survival rate of their 
progeny. 

Key words: Drosophila melanogaster; Lactobacillus brevis; lactic acid; oviposition behavior; gustatory 


system; developmental duration; survival rate 
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在 自然 界 中 , 果 蝇 喜欢 把 卵 产 在 腐烂 的 水 果 上 ， 
使 后 代 得 以 利用 其 中 的 营养 ,保证 从 幼虫 到 晴 期 的 
各 期 营养 需要 ,直至 羽化 为 成 虫 。 与 此 同时 ,腐烂 的 
水 果 也 为 后 代 提 供 一 个 庇护 场所 ,避免 天 敌 入 侵 , 提 
高 了 后 代 存 活 率 。 为 使 物种 繁衍 延续 和 满足 后 代 良 
好 的 生存 环境 , 雌 果 蝇 通 过 嗅觉 .视觉 和 味觉 等 多 种 
感觉 系统 寻找 适宜 产 卵 地 点 ,综合 判断 多 种 因素 ,如 
温度 湿度 .营养 条 件 、 毒 素 、 天 敌 等 ,最 终 选 择 最 适 
宜 的 产 卵 地 点 (Yang et al., 2008; Joseph et al., 
2009 ; 王 囊 囊 等 , 2017)。 因 此 , 果 晶 的 产 卵 抉择 行 
为 有 效 地 避免 有 毒物 质 或 者 天 敌对 后 代 的 侵害 , 促 
进 后 代 的 生长 发 育 并 提高 存活 率 (Kinzner et al.， 
2016) 。 成 熟 的 水 果 里 面 糖 分 丰富 ,容易 受到 微 生 
物 的 感 当 ,因此 里 面 的 微生物 成 为 影响 果 晶 产 卵 的 
一 个 重要 因素 (Liu et al., 2017 ) 。 成 熟 水 果 含 有 丰 
富 糖 类 ,细菌 通过 消耗 糖 而 获取 能 量 ,根据 利用 糖 类 
的 方式 不 同 ,可 分 为 有 氧 呼吸 和 厌 氧 发 酵 。 好 氧 菌 
生长 需要 外 部 的 氧气 ,一 般 占据 着 表面 。 随 着 好 氧 
菌 对 氧气 的 消耗 ,内 部 氧气 压 越 来 越 低 , 可 为 大 氧 散 
提供 更 好 的 生存 环境 。 因 此 ,一 个 自然 发 酵 体 一 般 














































































































外 表 多 为 好 氧 菌 ,而 内 部 更 多 地 生长 着 厌 氧 菌 。 
此 ,腐烂 水 果 形 成 了 一 个 表面 有 氧 和 深部 厌 氧 的 微 
环境 ( Ai et al., 2010)。 因 此 ,细菌 的 种 类 和 分 布 具 
有 空间 特异 性 。 细 菌 根据 代谢 过 程 中 对 氧气 的 需求 
可 分 为 好 氧 菌 和 厌 氧 阔 。 好 和 氧 菌 在 有 和 氧 环境 中 生长 
繁殖 ,可 利用 葡萄 糖 生 成 丙 酮 酸 后 ,经 三 羧 酸 循环 彻 
底 氧 化 成 水 和 二 氧化 碳 (Romick et al., 1996)。 厌 
氧 菌 能 够 在 氧气 不 足 或 无 氧 的 情况 下 ,将 葡萄 糖 等 
有 机 物 分 解 成 不 彻底 的 氧化 产物 如 酒精 或 乳酸 
(Hoffmann et al., 1987)。 因 此 ,作为 非 生物 因素 的 
氧气 对 微生物 的 代谢 方式 有 重要 影响 。 而 微生物 的 
代谢 产物 又 可 影响 果 蝇 产 卵 偏 嗜 性 ,但 以 氧气 作为 
一 个 影响 因子 通过 细菌 代谢 而 调控 果 晶 的 产 卵 行 > 
尚未 有 报道 。 

短小 乳 杆 菌 Lactobacillus brevis 为 革 兰 氏 阳 性 
(G- ) 的 兼 性 厌 氧 菌 ,属于 果 晶 的 常见 共生 菌 之 一 。 
在 自然 界 中 广泛 存在 , 常 被 发 现 于 营养 丰富 的 物质 、 
动物 宿主 以 及 人 类 体内 (Cox and Gilmore，2007 ) 。 
有 和 氧 条 件 下 ,短小 乳 杆菌 将 葡萄 糖 彻底 氧化 ,而 在 氧 
气 不 足 或 无 氧 条 件 下 发酵 碳水 化 合 物 , 则 产生 大 量 
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乳酸 (Frengova et al., 2002)。 已 有 报道 显示 ,短小 
乳 杆 菌 在 有 和 氧 培 养 条 件 下 引起 果 蝇 产 卵 偏好 性 ( Liu 
et al., 2017), 但 短小 乳 杆 菌 在 无 氧 条 件 下 是 否 影 
果 晶 产 卵 的 抉择 仍然 未 知 。 因 此 ,本 研究 利用 产 
卵 双 选择 试验 ,探究 短小 乳 杆菌 在 无 氧 条 件 下 发 酵 
食物 对 果 刚 产 卵 决策 行为 是 否 同样 具有 偏好 性 ,并 
进一步 研究 其 作用 机 制 、 感 觉 系统 及 对 果 蝇 后 代 的 
发 育 历 期 和 存活 率 的 影响 。 


























人 
豆 
































1 材料 与 方法 


1.1 果 蝇 品系 与 培养 方法 

时 生 型 黑 腹 果 蝇 品系 为 Oregon R (OR) 和 
Canton S (CS) ,突变 体 Orco? 由 Bloomington 果 晶 品 
系 库 所 提供 。 大 无 特别 说 明 , 所 有 果 晶 均 在 温度 为 
25% 相对 湿度 为 60% 的 恒温 箱 中 培养 ,培养 光 周 
期 为 12L: 12D (Liu et al., 2012)。 在 通常 情况 下 ， 
用 玉米 -酵母 培养 基 饲 养 果 蝇 。 为 了 避免 酵母 对 果 
晶 产 卵 行为 的 影响 ,本 实验 行为 分 析 使 用 的 食物 均 
以 水 解 酪 蛋白 代替 酵母 。 
1.2 试剂 与 仪器 
1.2.1 试剂 :MRS 肉 汤 培养 基 ( 北京 奥博 星 ) ,琼脂 
(光复 ) ,乳酸 (国药 集团 , >99.5% ) , 蕊 糖 ( 光 复 , 合 
格 ) , 干 酵母 ( 安 琪 ) ,乳酸 测定 试剂 盒 ( 南京 建成 ) 。 
1.2.2 仪器 :25% 恒温 箱 ( 恒 丰 ，WS-01Y ) ; 天 平 
(Denver Instrument ，XE-310 ) ; 显微镜 (Olympus SZX7; 
Nikon SMZ745T ) ; 酶 标 仪 ( BioTek Instruments ; 
EON) ;冷冻 离心 机 (上 海 力 申 ,Neofuge 13R)。 
1.3 产 卵 行为 检测 

实验 所 选用 的 装置 为 中 空 透明 圆柱 体 产 卵 双 选 
择 装置 ,该 装置 高 80 mm、 直 径 60 mm ,同时 将 培养 
严 放 于 中 空 透 明 圆 柱 体 的 底部 (Joseph et al.， 
2009 ) 。 用 涂 有 酵母 膏 的 葡萄 计 板 (700 mL 水 ,30 g 
柬 脂 ,300 mL 葡萄 汁 ,50 g 蔗糖 ) 将 有 果 晶 育肥 2 ~ 3 
d ,然后 不 经 C0, 麻醉 果 晶 , 换 为 产 卵 所 用 的 食物 培 
养 基 , 产 卵 时 间 为 12 hp。 含有 试剂 的 食物 (实验 组 ) 
与 玉米 - 酪 蛋白 普通 食物 (1 000 mL 水 ,70 g 玉米 粉 ， 
50 g 莽 糖 ,15 g 酪 蛋白 ,15 g 琼脂 ,对 照 组 ) 各 一 半 ， 
拼装 成 果 晶 产 卵 培养 基 ,并 将 20 头 肉 果 晶 和 少许 雄 
果 蝇 放 于 装置 中 ,观察 其 产 卵 行为 。 实 验 重复 4 次 。 
产 卵 12 h 后 分 别 统计 两 边 产 卵 培 养 基 上 卵 的 数量 ， 
产 卵 指数 (01) = (实验 组 卵 数 - 对 照 组 卵 数 )/( 实 
验 组 卵 数 + 对照 组 卵 数 ) (Joseph ef al., 2009)。 强 
迫 产 卵 试 验 则 是 果 蝇 经 育肥 2 ~3 d, 然 后 转移 到 添 



































































































































加 乳酸 的 食物 上 产 卵 12 h, 统 计 卵 数 ,计算 果 蝇 单 肉 
产 卵 量 : 单 肉 产 卵 量 = 总 产 卵 量 / 具 性 头 数 。 
1.4 位置 效应 检测 

将 40 头 雄 果 晶 、160 头 雌 果 蝇 放 入 产 卵 选择 装 
置 中 ,该 装置 高 140 mm 直径 100 mm , 待 果 蝇 静 置 
适应 30 min 后 ,每 隔 10 min 分 别 计数 两 侧 培 养 基 上 
的 果 晶 数量 ,连续 记录 2 h。 实 验 重复 4 次。 位置 指 
数 (location index，LI) =( 实 验 组 果 蝇 数目 - 对照 组 
果 晶 数目 ) 人 (实验 组 果 晶 数目 + 对 照 组 果 晶 数目 ) 
(Joseph et al., 2009 ) 。 
1.5 黑 腹 果 蝇 对 短小 乳 杆菌 代谢 产物 的 产 卵 选 
择 性 

将 短小 乳 杆 菌 (本 实验 室 分 离 和 鉴定 , NCBI: 
txid387344 ) 分 别 接种 到 120 mL 发 酵 瓶 (无 氧 ) 和 50 
mL 离心 管 ( 有 和 氧 ) 内 ,用 MRS 肉 汤 液体 培养 基 培 
养 ,37% 条 件 下 培养 48 h。 用 移 液 枪 取 1.5 mL 菌 液 
到 EP 管 中 13 800 r/min 离心 1 min (其 上 清 液 为 代 
谢 产物 ,下方 沉淀 为 菌 体 ) ,将 上 清 液 转移 到 新 EP 
管 中 待 用 ,剩余 菌 体 细胞 用 PBS 洗涤 两 次 备用 。 液 
氮 冷 冻 上 清 液 及 菌 体 细胞 ,取出 融化 后 再 重复 速冻 
一 次 。 分 别 吸取 200 pL 短小 乳 杆 菌 上 清 液 和 菌 体 
细胞 转移 到 玉米 - 酪 蛋白 培养 基 表 面 ,在 37%C 条 件 
下 让 水 分 自然 蒸发 ,直到 食物 培养 基 表 面 无 液体 为 
止 ,同时 防止 培养 基 表 面 干燥 。 分 别 与 对 照 培 养 基 
拼接 成 双 选 择 装 置 ,最 后 检测 果 晶 的 产 卵 偏 哮 性 
(Liu et al., 2017)。 实 验 重复 6 次 。 
1.6 乳酸 浓度 测定 

用 移 液 枪 取 1.5 mL 菌 液 到 EP 管 中 13 800 r/ 
min 离心 1] min ,将 上 清 液 转移 到 新 EP 管 中 待 用 , 按 
照 乳酸 试剂 盒 (南京 建成 ) 内 方法 处 理 ,用 酶 标 仪 在 
530 nm 波长 下 测定 吸光 度 ( 0D 值 )。 实 验 重复 3 
次 。 乳 酸 浓度 = (测定 0D - 空 犁 0D)A( 标 准 0D - 
空白 0D) x 稀释 倍数 x 标准 乳酸 浓度 。 
1.7 黑 腹 果 晶 前 足 手 术 

用 解剖 锰 除 去 OR 果 蝇 1/4 前 足 ( 第 一 对 胸 足 
距 节 ) ,使 其 部 分 味觉 感受 器 丧失 , 待 果 蝇 恢复 24 h 
后 检测 其 产 卵 决策 行为 。 
1.8 毛细 管 饲 养 法 (capillary feeder，CAFE ) 检测 
黑 腹 果 蝇 的 摄食 行为 

将 20 ~40 头 果 蝇 置 于 玻璃 瓶 ( 高 95 mm、 直径 
20 mm ) 中 禁 食 16 h ,为 满足 果 晶 的 饮水 需求 将 
ddH:0 温润 的 滤纸 放 于 玻璃 瓶 的 底部 。 禁 食 后 将 果 
晶 转 移 到 另 一 个 新 的 玻璃 瓶 中 进行 饲养 实验 。 将 两 
根 相 同 长 度 的 毛细 管 插 入 瓶 塞 ,分 别 加 入 等 量 两 种 





























































































































12 其 关 
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液体 ,一 侧 为 不 同 浓度 的 乳酸 (实验 组 ) ,一 侧 为 水 
(对 照 组 ) ,插入 毛细 管 的 深度 均 为 2 mm。 人 允许 果 
晶 在 自然 光照 条 件 下 进食 所 提供 的 食物 30 min, 毛 
细 管 止 液 面 下 降 长 度 即 为 食物 消耗 。 实 验 重 复 4 
次 。 人 饲养 指数 (FI) = ( 含 化 学 试剂 的 溶液 消耗 量 - 
仅 含 水 的 消耗 量 )/ 总 消耗 量 (Ja ei al., 2007) 。 
1.9 黑 腹 果 蝇 发 育 历 期 及 存活 率 统计 

将 适量 果 蝇 导入 收集 占 内 ,在 葡萄 汁 琼 脂 板 上 
涂抹 酵母 膏 , 收 集 8 h 内 果 蝇 所 产 的 卵 置 于 含 不 同 
乳酸 浓度 食物 的 玻璃 小 管 中 。 每 一 小 管 食物 上 放置 
50 枚 卵 , 每 天 计数 小 管 中 成 师 和 成 虫 的 数目 (n = 
50) 。 实 验 重复 4 次 ,分 别 计 算 每 组 各 自 成 师 ( 卵 产 
出 至 成 肾 时 间 ) 和 羽化 时 间 ( 孵 产 出 至 成 忠 羽 化 时 
间 ) 为 其 发 育 历 期 ,以 及 存活 率 。 存 活 率 = 成 晴 或 
羽化 的 数目 /50 x 100% 。 
1.10 免疫 荧光 染色 




































































index，0I) 为 -0.47( 图 1: B) ,与 对 有 氧 发酵 的 食 
物 具有 显著 的 产 卵 偏好 性 截然 相反 ,其 OI 为 0.58。 
男 一 种 野生 型 CS 果 蝇 对 短小 乳 杆 菌 代 谢 产 物 的 
卵 偏 嗜 性 与 OR 果 晶 类 似 , 即 对 有 氧 和 无 氧 发 酵 食 
物 分 别 表现 为 产 卵 趋向 性 和 产 卵 避 性 , OI 分 别 为 
0.48 和 -0.54( 图 1:C) ,说 明 这 种 产 卵 偏好 不 是 由 
遗传 因素 差异 引起 的 。 以 上 结果 说 明 短 小 乳 杆 菌 无 
氧 代 谢 产 物 引起 黑 腹 果 蝇 产 卵 避 性 反应 。 
2.2 ”乳酸 介 导 果 蝇 对 无 氧 代谢 产物 的 产 卵 避 性 
进一步 研究 发 现 ,无 论 是 OR 果 晶 还 是 CS 果 晶 
对 细菌 细胞 者 没有 明显 的 产 卵 偏好 (图 1: B，C)， 
表明 细菌 细胞 不 是 影响 果 晶 产 卵 偏 嗜 性 的 主要 因 
素 。 所 以 ,推测 细菌 合成 的 代谢 产物 可 能 是 介 导 果 
晶 选 择 产 卵 位 置 的 决定 因素 。 短 小 乳 杆 菌 在 无 氧 条 
件 下 的 主要 代谢 产物 为 乳酸 (Frengova et al.， 
2002 ) ,而 有 氧 条件 则 生成 C0,。 为 验证 这 个 推论 ， 





































































































挑 取 酵 母 玉 米 培养 基 中 GF 成 虫 果 蝇 ( 羽化 后 4 
d) 各 10 头 ,分 别 饲 喂 5% 蔗糖 溶液 ,0.4 mmolL 乳 
酸 -5% 蔗糖 溶液 ， 280 mmol/L 乳酸 -5% 蔗糖 溶液 ， 
5 d 后 在 磷酸 盐 缓 冲 液 中 解剖 肠 道 ,室温 下 4% 多 聚 
甲醛 溶液 固定 30 min, 含 0.2% 山羊 血清 和 0.1% 胎 
牛 血清 的 0.3% PBST (Triton X-100) 封闭 30 min ， 
免 源 一 抗 PH3 (1: 1 000 稀释 ) ,4% 镶 育 过 夜 , 抗 免 
二 抗 (1: 1 000) 孵 育 2 h,PBST 洗涤 样品 ,DAPI (1: 
1 000 ) 染色 10 min,PBST 洗涤 样品 , 封 片 剂 封 片 , 显 
微 镜 采 集 图 像 并 统计 ( 李 玉 娟 等 , 2017) 。 实 验 重 复 
6 次 。 

1.11 数据 分 析 

使 用 Excel 软件 整合 分 析 数 据 , 每 组 数据 得 平 
均值 (mean) 和 标准 误 (SE) ,用 SPSS 软件 对 各 处 理 
间 的 差异 进行 1 检验 分 析 (Student” s t-test)。 使 用 
Graphpad 和 Adobe Tllustrator 软件 制作 相关 图 。 




















2 结果 


2.1 短小 乳 杆 菌 无 氧 代谢 产物 降低 黑 腹 果 蝇 的 产 
卵 偏 好 

本 实验 室 已 经 报道 ,短小 乳 杆 菌 在 有 氧 培养 条 
件 下 引起 果 蝇 产 卯 偏好 性 (Liu et al., 2017)。 本 研 
究 利 用 果 蝇 产 卵 双 选 择 装置 (图 1: A) ,探究 短小 乳 
杆菌 在 无 氧 条 件 下 对 果 昌 的 决策 行为 ,结果 出 乎 我 
们 的 预料 ,与 对 照 组 食物 (H,0) 相 比 ,野生 型 OR 果 
蝇 对 短小 乳 杆 菌 无 氧 发 酵 的 食物 表现 出 明显 的 产 卵 
避 性 (P <0.001, n =4), 产 卵 指数 (oviposition 
































通过 乳酸 测定 试剂 盒 分 别 测定 短小 乳 杆 阔 在 有 和 氧 和 
无 氧 条 件 下 代谢 产物 中 的 乳酸 浓度 。 结 果 显 示 , 有 
氧 条 件 下 乳酸 浓度 为 0.4 mmol/L, 无 氧 条 件 下 乳酸 
浓度 为 126.8 mmol/L( 图 1: D)。 因 此 ,推测 黑 腹 果 
晶 对 短小 乳 杆 戎 有 氧 与 无 氧 发 酵 食物 的 产 卵 避 性 差 
异 是 由 乳酸 引起 的 。 同 时 我 们 又 在 果 蝇 食物 中 分 别 
配制 4 个 不 同 乳 酸 浓 度 的 食物 (70, 140, 210 和 280 
mmol/L) ,与 对 照 组 食物 构成 双 选 择 产 卵 方式 。 结 
果 表 明 , 果 蝇 对 4 个 不 同 浓度 的 乳酸 食物 均 具 有 显 
著 的 产 孵 避 性 反应 (P <0. 001, n=4) ,0OI 分 别 为 
-0.43，-0.53，-0.73 和 --0.83( 图 1: E)。CS 
果 蝇 同样 对 乳酸 表现 出 产 孵 避 性 反应 , 且 随 乳酸 浓 
度 增 高 而 增 大 , 对 乳酸 的 0I 分 别 为 - 0.38， 
-0.45，-0.65 和 -0.73( 图 1; 下 )。 结 果 显 示 , 乳 
酸 处 理 组 与 对 照 组 相 比 , 果 晶 单 雌 产 卵 量 存在 显著 
差异 (P<0.001, n=4), 且 乳酸 浓度 越 高 单 肉 产 卵 
量 越 少 ( 图 1: 下)。 
2.3 ”乳酸 影响 黑 腹 果 蝇 摄食 和 位 置 行为 

为 了 解 果 蝇 对 乳酸 的 摄食 偏好 ,利用 毛细 管 饲 
养 法 检测 果 晶 采 食 指标 。 数 据 显示 , 果 晶 对 蔗糖 有 
显著 的 偏好 性 (P < 0. 001) ,人 饲养 指数 (feeding 
index，FT) 为 0.60( 图 2: A) ,与 已 有 的 报道 (Lee et 
al.,，2017) 相 一 致 。 然 而 果 晶 对 140 和 280 mmol/L 
乳酸 产生 摄食 偏好 , 且 随 浓度 增 大 偏好 性 增 大 ,I 
分 别 为 0.18 和 0.22( 图 2: A) ,说 明 果 晶 喜 欢 采 食 
含有 乳酸 的 食物 。 产 卵 和 摄食 偏好 的 对 立 说 明 果 蝇 
对 乳酸 食物 产 孵 避 性 行为 不 依赖 于 摄食 偏好 性 。 在 
一 定时 间 内 , 产 卵 双 选 择 装置 也 可 检测 果 蝇 位 置 偏 
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图 1 短小 乳 杆 菌 引 起 黑 腹 果 蝇 产 孵 避 性 反应 
Fig. 1 Lactobacillus brevis induced the oviposition avoidance behavior of Drosophila melanogaster 
A;: 产 孵 选择 行为 试验 装置 An assay device of the oviposition selection behavior; B: 野生 型 黑 腹 果 晶 Oregon R (OR) 对 短小 乳 杆菌 有 和 氧 和 无 氧 代 
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卵 偏 嗜 性 Oviposition preference of the wild type D. melanogaster Cans 




















type D. melanogaster Oregon R (OR) to the metabolites of L. brevis under the 
aerobic and anaerobic conditions and to bacterial cells; C: 野生 型 黑 腹 果 晶 Canston S (CS) 对 短小 孚 . 杆 志 
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conditions and to bacterial cells; D : 


乳酸 测定 试剂 盒 测 定 的 对 短小 乳 杆 





菌 有 氧 和 无 氧 条 件 下 代谢 产物 中 乳酸 浓度 Concentration of lactic acid in 


the metabolites of L. brevis under aerobic and anaerobic conditions determined with lactic acid assay kit; E: 乳酸 引起 野生 型 黑 腹 果 晶 OR 和 CS 产儿 
避 性 Lactic acid induced oviposition avoidance in OR and CS; 下 : 乳酸 降低 上 肉 果 晶 产 卵 Lactic acid reduced the oviposition ability of female adults of OR 
and CS， 产 卵 指数 (OUD) = (实验 组 卵 数 -对照 组 卵 数 )/( 实 验 组 卵 数 + 对照 组 卵 数 ) 。Oviposition index ( 01) = (number of eggs in the 
experimental group - number of eggs in the control group)/ (number of eggs in the experimental group + number of eggs in the control group ). 图 中 数据 
为 平均 值 上 标准 误 。Data in the figure are mean + SE. 与 对 照 (H,0) 间 的 差异 显著 性 Significance of difference from the control (H,0): “*P> 


0.05;“0.01<P<0.05; “0.001 <P<0.01; “P<0.001( 单 样本 1 检验 One-sample t-test). 图 2 -5 同 The same for Figs. 2 -5. 











嗜 性 。 结 果 表 明 ,OR 果 蝇 对 210 和 280 mmolL 的 
乳酸 产生 显著 的 位 置 偏好 反应 (P<0.001, n =4)， 
其 位 置 指数 (location index, LI) 分别 为 0.32 和 0.58 
(图 2: B) ,表明 乳酸 吸引 果 蝇 产生 位 置 偏好 行为 。 
果 晶 对 乳酸 的 产 卵 .摄食 和 位 置 选 择 均 是 独立 的 行 
为 ,三 者 之 间 不 会 相互 影响 。 
2.4 ”味觉 系统 介 导 黑 腹 果 蝇 对 乳酸 的 产 孵 避 性 
虽然 黑 腹 果 晶 对 乳酸 产 孵 避 性 涉及 的 感官 输入 
相对 未 知 ,但 对 丙 酸 、 丁 酸 等 物质 的 感觉 器 官 先前 已 
经 得 到 了 研究 ( 王 璐 瑞 等 ,2017)。 在 视觉 的 测定 
中 ,通过 人 为 创造 昼夜 平分 和 完全 黑暗 的 环境 检测 
果 晶 的 产 卵 行为 。 结 果 显 示 , 完 全 黑暗 的 环境 并 不 
能 减弱 或 逆转 黑 腹 果 蝇 对 乳酸 的 排斥 行为 (P > 
0.05, n=4)( 图 3. A)。 

































































在 某 些 嗅觉 测定 中 , 黑 腹 果 蝇 对 乳酸 表现 出 厌 
晋 的 行为 。 因 此 ,我 们 对 嗅觉 正常 或 嗅觉 部 分 丧失 
的 果 晶 进行 了 产 卵 行为 的 分 析 。 为 了 减弱 嗅觉 ,我 
们 通常 使 用 对 绝 大 多 数 气味 丧失 感知 的 噢 觉 系 统 突 
变 体 0rco” 进行 实验 。 结 果 显 示 , 在 正常 的 产 卵 偏 
好 下 ,嗅觉 系统 丧失 并 没有 改变 果 晶 对 乳酸 的 产 卵 
避 性 ,表明 嗅觉 系统 并 不 是 介 导 果 晶 产 卵 对 乳酸 避 
性 行为 的 关键 因素 (已 >0.05, n=4)( 图 3: B)。 

除了 视觉 和 嗅觉 之 外 ,还 有 一 种 感觉 方式 可 以 
调节 果 晶 产 卵 俩 好 , 即 味 觉 系统 。 果 蝇 味 觉 主要 存 
在 于 初级 味觉 结构 上 : 层 办 前 足 、 踊 缘 和 产 卵 带 等 
(Ling et al., 2014)。 为 了 测试 味觉 系统 是 否 介 导 对 
乳酸 的 产 孵 避 性 ,我 们 通常 经 外 科 手 术 切 除 初 级 味 
觉 器 官 (第 一 对 胸 足 中 节 ) ,使 果 蝇 丧失 部 分 味觉 感 
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图 2 乳酸 对 黑 腹 果 晶 摄食 (A) 和 位 置 效 应 (B) 的 影响 
Fig. 2 Effects of lactic acid on feeding (A) and location (B) in Drosophila melanogaster 
摄食 指数 (FT) = ( 含 化 学 试剂 的 溶液 消费 量 - 仅 含水 的 消费 量 )/ 总 消费 量 ; 位 置 指数 (LI) =( 实 验 组 果 晶 数目 - 对 照 组 果 蝇 数目 )/( 实 验 组 果 


晶 数 目 + 对 照 组 果 晶 数目 








) 。Feeding index (FI) = (solution consumption containing chemical reagents - water only consumption ) /total consumption ; 


Location index (LI) = (number of flies in the experimental group - number of flies in the control group)/ (number of flies in the experimental group + 


number of flies in the control group ) . 
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图 3 味觉 系统 介 导 黑 腹 果 蝇 雌 成 虫 对 乳酸 的 产 卵 避 性 


Fig. 3 The gustatory system mediated the oviposition avoidance of female adults of Drosophila melanogaster to lactic acid 





A: 视觉 系统 不 介 导 黑 腹 








统 不 介 导 黑 腹 果 蝇 对 乳酸 


晶 对 乳酸 产 卵 避 性 The visual system did not mediate the oviposition avoidance of D. melanogaster to lactic acid; B : 嗅觉 系 
产 卵 避 性 The olfactory system did not mediate the oviposition avoidance of D. drosophila to lactic acid; C: 摘除 前 足 的 果 蝇 





对 70, 140, 210 和 280 mmol/L 乳酸 产 卵 避 性 反应 降低 The oviposition avoidance to 70, 140, 210 and 280 mmol/L lactic acid decreased in flies with 


foreleg removed. 产 卵 指数 


(01) = (实验 组 卵 数 - 对 照 组 卵 数 )/( 实 验 组 卵 数 + 对 照 组 卵 数 ) 。Oviposition index (0D) = (number of eggs in the 


experimental group — number of eggs in the control group)/ (number of eggs in the experimental group + number of eggs in the control group ) . 








知 后 ,其 对 乳酸 食物 产 卵 避 性 显著 降低 。 与 嗅觉 正 ”的 乳酸 食物 中 ,记录 果 蝇 从 卵 到 成 师 和 到 成 虫 羽 化 
常 的 果 蝇 相 比 ,摘除 前 足 的 果 蝇 对 70, 140, 210 和 的 发 育 历 期 。 数 据 显示 , 随 着 乳酸 浓度 增 大 ,成 晴 和 





280 mmol/L 乳酸 产 





(图 3: C)。 由 此 得 出 结论 ,味觉 系统 介 导 果 蝇 产 卵 ”成 晴 时 间 比 对 照 组 延长 1. 和 2 d (P <0.001, 图 





















































孵 避 性 均 减 弱 (P<0.01, n=4) ” 成虫 羽化 时 间 逐 渐 延 长 ,其 中 在 70 mmolL 浓度 


由 
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对 乳酸 的 避 性 反应 。 A) ,成 虫 羽化 时 间 则 延长 1.17 d (P<0.001, n= 
2.5 乳酸 降低 黑 腹 果 蝇 适 合 度 4)( 图 4: B) ,差异 显著 ,说 明 乳 酸 可 能 对 果 晶 发 育 

雌 果 蝇 选 择 适 合 的 位 置 产 卵 , 以 促进 后 代 生 长 ”产生 了 负 作用 。 为 了 进一步 验证 乳酸 对 果 蝇 发 育 的 
发 育 和 提高 后 代 存 活 率 。 为 此 ,本 实验 检测 乳酸 对 毒性 ,计算 肾 和 成 虫 的 存活 率 。 与 发 育 历 期 受阻 相 
果 蝇 适合 度 的 影响 。 将 果 晶 卵 转 移 到 含有 不 同 浓度 致 , 晴 和 成 虫 的 存活 率 也 随 乳 酸 浓度 增高 而 逐渐 
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图 4 乳酸 对 黑 腹 果 蝇 发 育 历 期 和 存活 率 的 影响 
Fig. 4 Effects of lactic acid on the developmental duration and survival rate of Drosophila melanogaster 
A, B: 乳酸 能 够 抑制 果 晶 的 成 肾 和 成 虫 羽 化 Lactic acid inhibits puparium formation and adult emergence of D，melanogaster; C: 乳酸 降低 后 代 的 存 
活 率 Lactic acid reduces the survival rate of offspring. 成 师 和 成 虫 羽 化 时 间 均 从 初 产 卵 开始 计时 。Time to puparium formation and time to adult 











emergence were calculated from the beginning of spawning. 


降低 ,70 mmolLL 浓度 时 肾 和 成 虫 存活 率 分 别 降 低 
至 47.1% 和 52. 9% ,与 对 照 组 有 显著 差异 (P < 
0.001, n=4) (图 4: C)。 
2.6 乳酸 加 速 肠 上 皮 细 胞 增殖 

本 实验 利用 免疫 荧光 染色 法 ,使 用 标记 分 裂 中 
期 细胞 的 抗体 PH3 ,检测 果 晶 肠 道 细胞 分 裂 情 况 
(图 5)。 数 据 显示 ,0.4 mmol/ 工 乳酸 处 理 后 , 果 晶 
中 肠 分 裂 中 期 细胞 数目 为 16.5 个 (图 5:F; 图 6)， 
与 未 处 理 果 晶 无 明显 差异 (图 5: C; 图 6);280 
mmol/L 乳酸 处 理 后 , 果 晶 中 肠 分 裂 中 期 细胞 数目 为 
31.7 个 (图 5$: I; 图 6) ,显著 多 于 未 处 理 果 蝇 (11.7 
个 ) (图 5: C; 图 6) 。 结 果 表 明 ,乳酸 通过 破坏 肠 上 
皮 的 完整 性 ,加 速 果 蝇 肠 道上 皮 细 胞 的 增殖 。 







































































































































































3 讨论 

















本 研究 利用 果 蝇 模型 首次 发 现 短小 乳 杆 菌 的 无 
氧 代 谢 产 物 会 引起 果 晶 产 卵 避 性 。 进 一 步 研究 发 
现 , 果 蝇 通 过 味觉 系统 感知 短小 乳 杆 菌 的 信号 输入 
而 引起 这 种 行为 ,并 鉴定 为 无 氧 代谢 产物 乳酸 。 短 
小 乳 杆 菌 分 属 乳 杆菌 的 一 种 ,是 果 晶 常见 的 共生 再 
之 一 。 它 是 一 种 兼 性 厌 氧 菌 ,其 代谢 途径 有 两 种 ,一 










































































向 于 将 卵 产 在 富 含 酒精 的 食物 ,从 而 保护 孵化 出 来 
的 幼虫 不 受 感 染 ( Kacsoh et al., 2013 ) 。 本 研究 及 
先前 结果 (Liu et al., 2017) 表 明 , 黑 腹 果 蝇 产 卵 对 短 
小 乳 杆 菌 有 氧 代谢 产物 具有 趋向 性 ,而 对 无 氧 代 谢 
产物 具有 避 性 反应 (图 1) 。 通 过 对 不 同 培养 条 件 下 
代谢 产物 的 分 析 , 发 现 有 氧 条 件 下 乳酸 浓度 为 0.4 
mmolLL ,无 氧 条 件 下 乳酸 浓度 为 126. 8 mmol/L( 图 
1: D) ,同时 OR 果 晶 和 CS 果 蝇 产 卵 对 4 个 不 同 浓 
度 的 乳酸 食物 均 具 有 显著 的 避 性 反应 , 且 随 乳酸 浓 
度 增 高 而 增 大 (图 1: E) ,并 且 乳 酸 处 理 组 果 蝇 单 雌 
产 卵 量 随 乳 酸 浓度 增高 而 减少 (图 1: 了 了 )。 说 明 果 
蝇 对 无 氧 代谢 产物 的 产 卵 避 性 是 由 乳酸 介 导 (图 1)。 

自然 界 中 , 果 蝇 和 其 他 动物 一 样 需要 找到 合适 
的 安全 的 环境 来 躲避 潜在 的 危险 ,提高 后 代 存 活 率 
和 健康 水 平 。 本 实验 通过 对 果 晶 感觉 央 官 的 筛选 ， 
证 明 味 觉 系 统 在 果 蝇 对 乳酸 的 产 卵 避 性 中 起 了 决定 
性 的 作用 (图 3) 。 果 蝇 可 依靠 视 觉 判 断 对 后 代 有 威 
胁 的 环境 因素 ,例如 胡 峰 (Kacsoh et al., 2013), 改 
变 产 卵 行为 以 适应 外 界 环境 。 除 此 之 外 , 果 蝇 的 足 
和 口 右 等 属于 味觉 右 官 ,它们 的 足 骨 和 层 办 含有 味 
觉 感受 器 ,可 以 与 潜在 的 食物 来 源 进行 初步 接触 
(Ling et al., 2014) 。 本 研究 结果 表明 ,经 外 科 手 术 

































































































































































种 为 有 和 氧 代 谢 , 男 一 种 为 无 氧 代 谢 。 根 据 环境 中 氧 
气 的 含量 ,短小 乳 杆 阔 可 在 好 和 氧 呼吸 与 大 氧 呼吸 进 
行 转变 ( Marchant et al., 2017)。 短 小 乳 杆菌 代谢 路 
径 的 差异 导致 最 终 代谢 产物 不 同 , 从 而 塑造 不 同 环 
境 。 环 境 因 素 可 作为 动物 的 信号 输入 ,影响 着 动物 
行为 抉择 。 例 如 , 当 黑 腹 果 蝇 看 到 胡 蜂 时 ,它们 更 倾 









































摘除 第 一 对 胸 足 中 节 的 果 晶 减弱 了 对 乳酸 的 产 卵 排 
斥 ( 图 3) ,说 明 果 蝇 对 乳酸 的 产 卵 避 性 反应 是 由 味 
觉 系统 介 导 的 。 果 蝇 在 乳酸 环境 下 发 育 迟 缓和 存活 
率 降低 (图 4) ,可 能 归 因 于 高 浓度 的 乳酸 对 果 晶 7 

生 了 一 定 的 毒性 作用 ,超出 了 果 蝇 对 乳酸 的 耐 受 能 
力 。 在 日 常生 活 中 ,乳酸 表现 出 较 强 的 防腐 保鲜 功 
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Fig. 5 Lactic acid induced intest 
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对 饲 喂 不 同 浓度 乳酸 5 d 的 果 晶 进行 解剖 ,针对 果 晶 肠 道 有 丝 分 裂 弓 























inal dysplasia in Drosophila melanogaster 


上 胞 进行 染色 。The flies fed with different concentrations of lactic acid for 5 d 








were dissected and stained with intestinal mitotic cells. A，B，C: 对 照 组 ,5% 茧 糖 深 液 饲 喂 的 果 晶 肠 首 有丝分裂 细胞 的 代表 图 Control group， 
representative images of mitotic cells in guts of D. melanogaster in 5% sucrose; D ,下 ,下 : 0.4 mmol/L 乳酸 -5% 芒 糖 溶液 饲 喂 的 果 晶 肠 道 有 丝 分 裂 细 
胞 的 代表 图 Representative images of mitotic cells in guts of D. melanogaster in 0.4 mmol/L lactic acid-5% sucrose; G, H, I: 280 mmol/L 乳酸 -5% 
芒 糖 溶液 饲 喂 的 果 晶 肠 道 有 丝 分 裂 细 胞 的 代表 图 Representative images of mitotic cells in guts of D. melanogaster in 280 mmol/L lactic acid-5% 








sucrose. PH3 : 有 丝 分 裂 细 胞 染色 Mitosis cell staining; DAPI: 细胞 核 染 





prior two images. 
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图 6 果 晶 肠 道 有 丝 分 裂 细 胞 的 定量 分 析 


Fig. 6 Quantification of mitosis in the gut (n=6) of 





Drosophila melanogaster 


效 ,可 用 于 有 果酒、 饮料 \ 肉 类 食品、 糕点 制作 蔬菜 脐 





























色 Nuclear staining; Merge: 前 两 图 的 重 闭 图 Color-merged images of the 














产品 质量 等 作用 ( 龙 梅 , 2012) 。 野 生 果 晶体 内 共同 
含有 20 多 种 细菌 ,主要 为 乳 杆菌 属 和 醋酸 杆菌 属 。 
其 中 乳 杆 菌 属 兼 性 大 氧 菌 ,能 够 利用 大 氧 代谢 路 径 
而 产生 乳酸 (Shin et al., 2011; 刘 威 等 , 2016) 。 适 
度 的 乳酸 能 够 降低 肠 道 微 生 态 环 境 , 以 抑制 有 害 菌 
的 生长 ( 尹 胜 利 等 , 2012)。 乳 酸 菌 产 酸 及 细胞 出 解 
产 酸 使 肠 道 内 pH 下 降 , 可 阻碍 肠 道 内 病原 菌 在 肠 
壁 定 殖 和 生长 ,导致 病原 菌 活力 下 降 , 从 而 维持 肠 道 
的 生态 平衡 ( 尹 胜 利 等 , 2012) 。 然 而 高 浓度 乳酸 会 
破坏 果 蝇 肠 上 皮 的 完整 性 ,加 速 果 蝇 肠 道上 皮 细 胞 
的 增殖 (图 5)。 果 蝇 的 消化 系统 在 生理 结构 上 与 消 
椎 动物 存在 很 大 的 相似 性 ,完整 的 肠 屏障 维持 了 消 
化 道 的 正常 功能 ( Wilson et al., 2008)。 人 体内 乳酸 

























































































制 以 及 翁 头 加 工 、 粮 食 加 工 、 水 果 的 姓 藏 ,具有 调节 
pH 值 \ 抑 菌 、 延 长 保质 期 调味、 保持 食品 色泽 、 提 高 




















鞭 积 过 度 也 会 对 机 体 产生 严重 危害 ,减弱 固有 免疫 
言 号 而 降低 免疫 活力 ,进而 引起 多 种 生理 功能 失调 ， 
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如 加 剧 炎 钙 、 抑 制 免疫 中 介 或 发 和 后 乳酸 酸 中 毒 ,严重 
者 可 诱发 肿瘤 细胞 增殖 等 (Ohashi et al., 2017)。 所 
以 , 果 蝇 通过 乳酸 信和 号 分 子 ,发 现 无 氧 环 境 是 否 产生 
过 量 的 乳酸 ,从 而 决定 产 卵 的 选择 。 

本 研究 首次 报道 了 短小 乳 杆 菌 的 无 氧 代谢 产物 
会 引起 果 蝇 产 卵 避 性 。 然 而 ,本 实验 仅 对 果 晶 产 卵 、 
摄食 和 位 置 行为 进行 了 研究 ,人 然而 乳酸 是 否 影响 果 
晶 其 他 行为 仍 未 可 知 , 如 节律 、 打斗、 求偶 、 吏 食 等 
( Ferveur, 2010; Dahanukar and Ray, 2011 ) 。 其 次 ， 
利用 微生物 代谢 方式 而 改变 宿主 的 产 卵 行为 具有 一 
定 应 用 价值 , 仍 需 要 进一步 的 探究 。 例 如 ,利用 益生 
菌 抑制 某 些 害虫 在 农作物 上 产 卵 ,可 达到 以 菌 防 虫 
的 目的 。 
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